Introduction
����������� ������� ��D� �� � ����������� �������������t��� �������� ch���ct���z�� by th� ��l�ct��� l��� �f �����l ����-m������c ������� ��� � ����ct��� �� �t���t�l ����m������c fibers, which result in tremors, rigidity, bradykinesia and gait ���t��b��c� �1�. I� ����t��� t� m�t�� �y�f��ct���, ��m��t�� �� � w���ly ��c����z�� �ym�t�m �f ��t���t� w�th �D. D�������t��� �f th� ����m������c ������� ������ �D m�y �ff�ct th� h����-c�m��l ���t�t� �y��� �2�.
Ty������ hy���xyl��� �TH� �� th� ��t�-l�m�t��� ��zym� �� th� b���y�th�t�c ��thw�y� �f c�t�ch�l�m���-ty�� �����t����m�tt���, ��ch �� ����m���, ������h���� ��� ������-nephrine. More specifically, th�� ��zym� c�����t� L-ty������ ��t� L-��hy���xy�h��yl�l����� �L-DO�A�, ��� th�� �� th� ��t�-l�m�t��� �t�� �� th� �y�th���� �f ����m��� �3�. S��c� TH �� �� ��zym� �f th� ����m��� b���y�th�t�c ��thw�y, TH �ct���ty �����������ly ��c������ f�ll�w��� th� l��� �f ����m������c ������� w�th�� th� ��b�t��t�� ����� �4,5�.
C�ll ���l�f���t��� ���/�� ������������ h��� b��� ��m��-�t��t�� t� �cc�� �� th� h����c�m��l ���t�t� �y��� �� th� b���� �f ���lt m�mm�l�, ��cl����� h�m��� �6,7�. Th� ������t��� �f ��w ������� �� th� h����c�m��� �l�y� �� �m���t��t ��l� �� h����c�m��l f��ct����, ��ch �� l������� ��� m�m��y �8,9�. H�w����, b���� ��������, ��ch �� c���b��l ��ch�m��, t���m� ��� ���l��t�c ���z����, ��� �cc�m������ by ��c������ �����-������� �10-12�. Th� ����ct��� �f h����c�m��l ������������ �� ��th�l���c�l c����t���� �� c��������� � c�m�����t��y �������� t� ����m������c �������l ���th �2�.
A���t���� �l�y� � c��t�c�l ��l� �� �������l c�ll ���th, �cc����� �� � ��mb�� �f �������������t��� ��������, ��cl����� �D, Alzh��m���� ������� ��� ���l���y, �� w�ll �� �� �t���� �4,13,14�. Th� �ff�ct� �f b��b����� �� � ��mb�� �f b���� �������� h��� b��� w�ll ��c�m��t�� �20,21,23�; h�w����, �t����� �� th� �ff�ct� �f b��b����� �� �D h��� �����t�� c��t��������l ����lt� �24,25�. B�� et al �24� ������t�� th�t b��b����� m�y b� ���f�l �� � th������t�c ����t �� th� t���tm��t �f �����l���c�l ���������. H�w����, Kw�� et al �25� �����t�� th�t t���tm��t w�th b��b����� ����c�� th� ��mb�� �f TH-�mm�������t��� c�ll� �� th� ��b�t��t�� ����� �f ��t� ��� ��h��c�� 6-hy���xy-����m��� �6-OHDA�-����c�� cyt�t�x�c�ty �� �C12 c�ll�. T� ��� ���wl����, t� ��t�, th� �ff�ct� �f b�b����� �� m�m��y f��ct��� �� ��l�t��� t� ������������ ��� ����t���� h��� ��t b��� �����t���t�� �� m�c� w�th �D. Th��, �� th� ������t �t��y, w� �����t���t�� th� �ff�ct� �f b��b����� �� �h��t-t��m m�m��y �� ��l�t��� t� ����m��� ���l�t��� ��� h����c�m��l ������������ ����� � m���� m���l �f �D, ����c�� by 1-m�thyl-4-�h��yl-1,2,3,6-t�t��hy����y������/���b���c�� �M�T�/�� t���tm��t. Step-down avoidance task. Th� l�t��cy t�m� �� th� �t��-��w� �������c� t��� w�� m������� �� ����� t� ���l��t� �h��t-t��m m�m��y, �� ��������ly ���c��b�� �9�. Th� m�c� w��� t������ �� � �t��-��w� �������c� t��� �� th� 34 ��y� f�ll�w��� th� �t��t �f th� �x����m��t. Tw� h���� �ft�� t�������, th� l�t��cy t�m� ���c� �� ��ch ����� w�� m�������. Th� m�c� w��� �l�c�� �� � 5x25 cm �l�tf��m �f 1 cm �� h���ht f�c��� � 42x25 cm ���� �f ����ll�l �t���l��� �t��l b���, 0.1 cm �� c�l�b��, ���c�� 1 cm ����t. I� th� t������� ��������, th� ���m�l� ��c����� � 0.5 mA �c��mbl� f��t �h�c� f�� 2 ��c �mm����t�ly ���� �t������ ��w�. Th� ��t����l �f t�m� wh�ch �l����� b�tw��� th� m�c� stepping down and placing all 4 paws on the grid was defined �� th� l�t��cy t�m�. A l�t��cy t�m� >180 ��c w�� �����t���� �� 180 ��c.
Berberine prevents nigrostriatal dopaminergic neuronal loss and suppresses hippocampal apoptosis in mice with Parkinson�s disease

Materials and methods
Animals
Beam walking test. Th� b��m w�l���� t��t �� � m�t�� ���ll ��� b�l��c� t��t ��� w�� c����ct�� �cc������ t� � ��������ly ���c��b�� m�th�� �30�. Th� ������t�� c�����t�� �f �� �c�yl�c ����� b��m �60 cm l���, 1.5 cm w���� ��� 2 ���t�c�l ������t� �60 cm h��h� �b��� � ����� t��� �150 cm �� ���m�t���. E�ch m���� w�� ����� 3 ��cc������ t���l� ��� ��������c�l��ly �l�c�� �� th� c��t�� �f th� b��m. E�ch t���l w�� ��c����� f�� � m�x�m�m �f 60 ��c.
Tissue preparation. F�ll�w��� th� c�m�l�t��� �f th� b�h��-����l t��t�, th� m�c� w��� ����ly ����th�t�z�� by �� ��j�ct��� �f Z�l�t�l 50 ® �1 m�/��, �.�.; V��b�c L�b���t�����, C�����, F���c��. Th� m�c� w��� th�� t����c�����lly ���f���� w�th 0.05 M �h���h�t�-b�ff���� ��l��� ��BS�, f�ll�w�� by 4% ����f��m�l��hy�� �� 0.5 M �����m �h���h�t� b�ff�� �t �H 7.4. Th� b����� w��� ��m����, ���t-f�x�� �� th� ��m� f�x�t��� ��l�t��� �������ht, ��� t����f����� t� � 30% ��c���� ��l�t��� f�� c�y����t�ct���. S����l 30-µm-th�c� c�����l ��ct���� w��� m��� ����� � f���z��� m�c��t�m� �L��c� B���y�t�m� N���l�ch GmbH, N���l�ch, G��m��y�. B���� t������ w��� ��l�ct�� f��m ��ch b���� �� th� ������ �������� -2.92 t� -3.64 mm f��m th� b���m� f�� th� SN�c ��� f��m th� ������ �������� 0.74 t� 0.26 mm f��m th� b���m� f�� th� �t���t�m.
Immunohistochemistry for cleaved caspase-3. F�� th� ����-�l�z�t��� �f cl����� c������-3, �mm���h��t�ch�m��t�y w�� ���f��m��, �cc������ t� � ��������ly ���c��b�� m�th�� �9�. Briefly, th� ��ct���� w��� ��c�b�t�� �������ht w�th � ��bb�t ��t�-cl����� c������-3 ��t�b��y �1:500; C�ll S����l��� T�ch��l��y, B����ly, MA, USA� ��� w��� ��c�b�t�� f�� �� ����t����l h��� w�th th� b��t��yl�t�� ��bb�t ��c�����y ��t�-body. The bound secondary antibody was then amplified using th� El�t� ABC ��t ® �V�ct�� L�b���t����� I�c., B��l����m�, CA, USA�. Th� ��t�b��y-b��t��-������-����x����� c�m�l�x w�� �����l�z�� ����� 0.02% 3,3�-���m���b��z����� �DAB�. Th� ��ct���� w��� m���t�� ��t� ��l�t��-c��t�� �l���� th�t w��� ���-����� �������ht �t ���m t�m����t���, ��� th� c����-�l��� w��� m���t�� ����� ���m���t m����m �Th��m� F��h�� Scientific I�c., F��� L�w�, NJ, USA�.
TUNEL assay. T� �����l�z� DNA f���m��t�t���, � TUNEL ����y w�� ���f��m�� ����� th� In Situ C�ll D��th D�t�ct��� ��t ® �R�ch� D������t�c� GmbH, M���h��m, G��m��y�, f�ll�w��� th� m���f�ct������ ���t��ct����. F���t, th� ��ct���� w��� post-fixed in �� �th���l-�c�t�c �c�� �2:1� m�xt��� ��� ������. S�b��q���tly, th� ��ct���� w��� ��c�b�t�� w�th 100 µ�/ml ���t������ K, ������, ��c�b�t�� �� 3% H 2 O 2 , ���m��b�l�z�� w�th 0.5% T��t�� X-100, ������ �����, ��� ��c�b�t�� �� th� TUNEL ���ct��� m�xt���. Th� ��ct���� w��� ������, 0.02% DAB w�� ����� ��� �����l�z�� ����� � C�����t��-�OD. M�y���� h�m�t�xyl�� �y� �D���, Gl��t���, D��m���� w�� ���� f�� c���t���t������, th� ��ct���� w��� m���t�� ��t� ��l�t��-c��t�� �l���� th�t w��� ���-����� �������ht �t ���m t�m����t���, ��� th� c�����l��� w��� m���t�� ����� ���m���t m����m �Th��m� Fisher Scientific).
BrdU/NeuN immunofluorescence. Imm���fl�����c��c� �t������ w�� ���� t� ��t�ct th� ��mb�� �f B��U-����t��� ��� �������l ��cl��� ��t���� �N��N�-����t��� c�ll� �� th� h����c�m��l ���t�t� �y��� f�ll�w��� � ��������ly ���c��b�� m�th�� �9�. Briefly, th� b���� ��ct���� w��� ���m��b�l�z�� by ��c�b�t��� w�th 0.5% T��t�� X-100 �� �BS f�� 20 m��, th�� ��c�b�t�� w�th 50% f��m�m���-2X �t������ ��l��� c�t��t� (SSC) at 65˚C for 2 h, denaturated in 2 N HCl at 37˚C for 30 m��, ��� ������ tw�c� �� 100 mM �����m b���t� ��H 8.5�. Th� ��ct���� w��� ��c�b�t�� �������ht w�th ��t ��t�-B��U ��t�-b��y �1:500; Abc�m, C�mb�����, UK� ��� m���� ��t�-N��N ��t�b��y �1:500; EMD M�ll����� C���., B�ll���c�, MA, USA�. Th� ��ct���� w��� th�� ��c�b�t�� f�� 2 h w�th Cy3-c��j���t�� ��t�-��t ��c�����y ��t�b��y �1:200� f�� th� B��U ����y ��� w�th fl�����c��� ���th��cy���t� �FITC�-c��j���t�� ��t�-m���� �1:200� ��t�b��y �b�th f��m J�c���� Imm���R�����ch L�b���t����� I�c., W��t G����, �A, USA� f�� th� N��N ����y. Th� ��ct���� w��� th�� m���t�� �� ��l�t��-c��t�� �l��� �l����, ��� th� c�����l��� w��� m���t�� ����� fl�����c��t m���t��� m����m �D���cyt�m�t���, C�����t����, CA, USA�. Im���� w��� c��t���� ����� � c��f�c�l l���� �c������ m�c��-�c��� �LSM-700; C��l Z���� M�c���c��y GmbH, Ob����ch��, G��m��y�. O� �������, 6 ��ct���� w��� ��l�ct�� f��m ��ch b����, f��m th� ���t�t� �y��� ���� �������� - Western blot analysis. I� ����� t� m������ B�x ��� Bcl-2 ���t��� �x��������, w��t��� bl�t ���ly��� w�� ���f��m��, f�ll�w��� � ��������ly ���c��b�� ���t�c�l �9�. H����c�m��l ��m�l�� w��� �����ct�� f��m th� mice, and stored at -70˚C ��t�l f��th�� ���ly���. Th� ��m�l�� w��� ly��� by ��c�b�t���, for 30 min at 4˚C, with ice-cold lysate buffer containing 50 mM HE�ES ��H 7.5�, 150 mM N�Cl, 10% �lyc���l, 1% T��t�� X-100, 1.5 mM m�������m chl����� h�x�hy���t�, 1 mM �thyl����lyc�l-b��-�β-�m����thyl �th���-N,N�-t�t���c�t�c acid (EGTA), 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 2 µ�/ml l�����t��, 1 µ�/ml ����t�t��, 1 mM �����m ��th�������t� ��� 100 mM �����m fl������. Th� t����� ��b��� w�� th�� ��m���� by m�c��c��t��f���t���, wh�l� th� �������t��t w�� �mm����t�ly f��z��. ���t��� c��c��t��t���� w��� m������� ����� � c�l���m�t��c ���t��� ����y ��t �B��-R��, H��c�l��, CA, USA�. ���t���� �30 µ�� w��� ������t�� �� SDS-��ly�c�yl�m��� ��l� ��� t����f����� ��t� � ��t��c�l-l�l��� m�mb���� �Wh�tm�� I�c., Cl�ft��, NJ, USA�. M���� ��t�-B�x �1:1,000� ��� ��t�-Bcl-2 �1:1,000� �b�th f��m S��t� C��z B��t�ch��l��y, I�c., S��t� C��z, CA, USA� w��� ���� �� th� ���m��y ��t�b�����. H���������h ����x�����-c��j���t�� ��t�-m���� �1:3,000; V�ct�� L�b���t����� I�c.� w��� ���� �� th� ��c�����y ��t�b�����. B��� ��t�ct��� w�� ���f��m�� ����� th� ��h��c�� ch�m�l�m����c��c� �ECL� ��t�ct��� �y�t�m �St��t� C��z B��t�ch��l��y, I�c.�. Th� b���� w��� then quantified using th� c�m��t��-�����t�� Im���-��� �l�� ���ly��� �y�t�m.
Statistical analysis. All ��t� w��� ���lyz�� ����� S�SS 20.0 ��ftw��� �S�SS I�c., Ch�c���, IL, USA�. Th� ��t� ��� �x������� �� th� m���� ± �t������ ����� �f th� m��� �SEM�. F�� th� c�m������� �m��� ������, ���-w�y ANOVA ��� D��c���� ���t-h�c t��t� w��� ���f��m��, w�th �<0.05 �� th� th���h�l� �-��l�� for statistical significance. th�t t���tm��t w�th b��b����� �m������ th� M�T�/�-����c�� ��c����� �� m�t�� b�l��c� ��� c�������t��� ��<0.05�. 
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Discussion
Th� ��l�ct��� ��������t��� �f ����m������c ������� ��� th� ����c�� �x�������� �f TH �� th� SN�c, �l��� w�th th� ��c������ l���l� �f ����m��� t�������t�� �DAT� ��� ����m��� �DA� �� th� �t���t�m ��� th� m��� ��th�l���c�l h�llm���� �f �D �31�. Th� ��c����� �� ����m��� �y�th���� ��� �t����� �� th� ����m������c ����� ������� h�� b��� �h�w� t� c���� m�t�� �y�f��ct��� �� �D �32�, wh�l� M�T�-����c�� TH ����ct��� �� th� ������t���t�l ��thw�y c����l�t�� w�th m�t�� �y�f��c-t��� �33�. I� � �������� �t��y, �� M�T�/�-t���t�� m�c�, l�t��cy �� th� ��t���� t��t w�� ��c������, ��� w�� �cc�m������ by � ��c������ ��mb�� �f TH-����t��� c�ll� �� th� SN�c ��� ����c�� TH-positive fiber density in the striatum (4). I� ��� �t��y, th� M�T�/� ��j�ct��� ��c������ th� ��mb�� �f TH-����t��� c�ll� �� th� SN�c ��� ����c�� the density of TH-positive fibers in th� �t���t�m. M�T�/� t���tm��t �l�� ����c�� th� l�t��cy �� th� b��m w�l���� t��t, ����c�t��� �m������ m�t�� b�l��c� ��� c�������t��� ���ll�. T���tm��t w�th b��b����� ��h��c�� m�t�� b�l��c� ��� c�������t��� by ������t��� ����m������c �������l ��m���.
M�m��y �m����m��t �� �� �m���t��t �ym�t�m �f ��t���t� w�th �D �34�. M�T�-����c�� �������l l��� �� th� ��b�t��t�� ����� h�� ��������ly b��� �h�w� t� ����lt �� �lt���� w������ m�m��y ��� �m������ l������� �b�l�ty �35�. I� ��� �t��y, �h��t-t��m m�m��y �� th� �t��-��w� �������c� t��� w�� ��t������t�� �� th� m�c� w�th M�T�/�-����c�� �D, wh�l� t���tm��t w�th b��b����� �m������ �h��t-t��m m�m��y. B��b����� h�� b��� �����t�� t� �m����� ���t��l m�m��y �m����m��t �� Alzh��m���� ������� �21�, ��� ������t ch����� �� �x���t��� �t���� ��� ch�l��� ��t����� �ct���ty, c����q���tly �ll����t��� m�m��y �m����m��t �� ���b�t�c ��t� �20�.
Th� h����c�m��l ���t�t� �y��� �� � ��t� �f c��t������ �����ct��� �f ��w ������� �� th� ���lt h����c�m���, ��� ��c����� ����m������c ����t f��m th� ������� �f th� ��b�t��t�� ����� �2�. G�����lly, th� ��c����� �f ������������ �� th� h����-c�m��l ���t�t� �y��� �m������ l������� �b�l�ty ��� m�m��y f��ct��� �8,9�. H�w����, th� �bl�t��� �f ����m������c ������� �� �l�� ���w� t� ����c� �����l �t�m/�������t�� c�ll ����-���� �36�. I�c������ ������������ �� th� h����c�m��l ���t�t� �y��� �� �b������ �� ������� �������������t��� ��������, ��cl����� �D �37,38�. It �� b�l����� th�t ��c������ ��������-���� f�ll�w��� b���� ��j����� �� � c�m�����t��y m�ch����m t� ���t��� �������l l��� �2,39�. ���� ��� E����l���� �2� �����t�� th�t th� ��m��� �f ����m������c ������� t�������tly ����c�� h����c�m��l ������������ ��� th�y ������t�� th�t ���t��c-t��� �f ����m������c ������� �� th� ��b�t��t�� ����� m�y b� th� m��� c���� �f th�� ����ct���. I� ��� �t��y, ������������, wh�ch �� � c�m�����t��y ����t��� �������� t� �xc������ ����-t����, w�� ��c������ ���� �D ����ct��� �� th� h����c�m��l ���t�t� �y���. T���tm��t w�th b��b����� �ll����t�� th� M�T�/ �-����c�� ������������ �� th� h����c�m��l ���t�t� �y���.
A���t���� �� �� �m���t��t ����t �� �������������t��� ��������, ��cl����� �D �4,40�. A �������� �t��y �����t�� th�t th� ��mb�� �f TUNEL-����t��� ��� c������-3 ����t��� c�ll� w�� ��c������ �� th� h����c�m��l ���t�t� �y��� �f ���� ��t�, ����c�t��� ���-����c�� ����t���� �8�. I�c������ ��mb��� �f TUNEL-����t��� ��� c������-3-����t��� c�ll� �� th� h����-c�m��� ��� �l�� ����c��t�� w�th �h��t-t��m m�m��y �m����m��t �� ��t� w�th ��t��c���b��l h�m���h���, ����c�t��� ��t��c���b��l h�m���h���-����c�� ����t���� �� th� h����c�m��� �13�. D�c������ ��mb��� �f TUNEL-����t��� ��� c������-3-����t��� c�ll� ����c�t� th� ��h�b�t��� �f ����t���� �9,13�. Th� ��c������ �x�������� �f Bcl-2 ��h�b�t� ����t����, wh�l� th� �����x�������� �f B�x ���m�t�� �t �41�. E�h��c�� B�x �x�������� w�th ����c�� Bcl-2 �x�������� ����c�t�� ��t��c���b��l h�m���h���-����c�� ��h��c�m��t �f ����t���� �� th� h����c�m��� �13�. I� ��� �x����m��t�, th� ��mb��� �f cl����� c������-3-����t��� c�ll� ��� TUNEL-����t��� c�ll� �� th� h����c�m��l ���t�t� �y��� w��� ��c������ f�ll�w��� M�T�/� ��j�ct���, wh�l� t���tm��t w�th b��b����� ����c�� th��� ��mb��� �� th� m�c� w�th �D. Bcl-2 �x�������� w�� ��c������ ��� B�x �x�������� w�� ��c������, ��� �� � ����lt, th� B�x t� Bcl-2 ��t�� w�� ��c������ �� th� h����c�m��� f�ll�w��� M�T�/� ��j�ct���. B��b����� t���t-m��t ��h��c�� Bcl-2 �x�������� ��� ����c�� B�x �x��������, ��� �� � ����lt, th� B�x t� Bcl-2 ��t�� w�� ��c������ �� th� m�c� w�th �D. Th��� ����lt� ����c�t� th�t �D �cc�l���t�� ����t�t�c �������l ���th, b�t b��b����� t���tm��t �tt����t�� �D-����c�� ����t���� �� th� h����c�m���. B��b����� h�� �l�� b��� �h�w� t� �x��t ���t�ct��� �ff�ct� ������t ����t�t�c c�ll ���th �� th� h����c�m��� f�ll�w��� ��ch�m�c b���� ��j��y �23,42�.
I� th�� �t��y, w� ��m���t��t� th�t b��b����� ��h��c�� m�t�� b�l��c� ��� c�������t��� by ������t��� ����m������c �������l l��� �� m�c� w�th �D. B��b����� f��th�� �m�l����t�� �h��t-t��m m�m��y �m����m��t th����h th� ��h�b�t��� �f ����t���� �� th� h����c�m���. Th��� �ff�ct� �f b��b����� w��� �b������ �t ����� �xc������ 50 m�/��. B���� �� th� ������t ����lt�, w� ������t th�t b��b����� m�y ����� �� � th������t�c ����t f�� th� �ll����t��� �f m�m��y �m����m��t ��� m�t�� �y�f��ct��� �� ��t���t� w�th �D.
